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丙 友 酸 钠 增强 阿 雪 素 的 体外 抗 乳 腺 癌 作 用 
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摘要 :目的 观察 丙 戊 酸 钠 对 阿 霉 素 体外 抗 乳 腺 瘤 Hs578T 细 胞 作用 的 影响 。 方 法 Western blot 检 测 缝 隙 连接 和 蛋白 Cx43 的 表 
达 ;MTT 法 检测 阿 霉 素 的 细胞 毒性 ;Annexin V/PI 双 染 法 观察 阿 霉 素 对 细胞 早期 凋 亡 的 影响 ;Hochest 33258 菊 光 染 色 法 检测 阿 
霉 素 对 细胞 晚期 凋 亡 的 影响 。 结 果 Western blot 结 果 显 示 丙 戊 酸 钠 可 以 显著 增强 缝隙 连接 蛋白 Cx43 的 表达 (P<0.01);MTT 结 
果 表 明 在 细胞 间 缝 际 连接 功 能 形成 的 条 件 下 , 丙 戊 酸 钠 联 用 阿 霉 素 组 的 细胞 存活 率 显 著 低 于 阿 霉 素 组 (P<0.01);Annexin V/PI 
双 染 法 显示 两 戊 酸 钠 联 用 阿 霉 素 组 的 细胞 早期 凋 亡 率 显著 高 于 阿 霉 素 组 (P<0.01);Hochest 33258 荧 光 染 色 结 果 显 示 丙 戊 酸 钠 
联 用 阿 霉 素 组 的 细胞 晚期 凋 亡 率 显 著 高 于 单 用 阿 霉 素 组 (P<0.01)。 结 论 丙 戊 酸 钠 可 显著 增强 阿 霉 素 的 细胞 毒性 及 其 诱导 的 
细胞 凋 亡 作用 ,其 机 制 可 能 与 增强 缝隙 连接 通讯 功能 有 关 。 
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Sodium valproate enhances doxorubicin cytotoxicity in breast cancer cells in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the effect of sodium valproate, a histone deacetylase inhibitor, on the cytotoxicity of 
doxorubicin in breast cancer cells. Methods Western blotting was used to assess Cx43 protein expression in breast cancer 
Hs578T cells exposed to doxorubicin and sodium valproate. MTT assay was used to determine the cytotoxicity of doxorubicin; 
annexin V/PI double staining and Hochest 33258 fluorescence staining were employed to detect doxorubicin-induced early 
and late apoptosis, respectively. Results Western blotting showed that sodium valproate significantly increased Cx43 protein 
expression in Hs578T cells (P<0.01). The cells exposed to both sodium valproate and doxorubicin showed significantly lowered 
cell viability compared with the cells exposed to doxorubicin alone (P<0.01). Exposure to both sodium valproate and 
doxorubicin resulted in significantly increased early and late cell apoptosis rate compared with doxorubicin treatment alone 
(P<0.01). Conclusion sodium valproate can significantly enhance the cytotoxicity of doxorubicin and increase 
doxorubicin-induced apoptosis in breast cancer cells in vitro possibly by enhancing the gap junction function. 
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乳腺 癌 是 女性 最 常见 的 恶性 肿瘤 , 且 发 病 的 年 龄 趋 
向 年 轻 化 。 目 前 乳腺 癌 的 治疗 以 包括 手术 治疗 、 化 学 药 
物 治 疗 和 放射 治疗 在 内 的 综合 治疗 为 主 。 在 综合 治疗 
中 ,化 学 药物 疗法 在 接受 手术 及 不 能 接受 手术 的 乳腺 瘤 
患者 中 均 有 着 极其 重要 的 地 位 "2 。 草 环 类 抗生素 阿 霉 
素 是 目前 乳腺 瘤 化 疗 方案 中 的 一 线 药 物 ,但 其 心脏 毒 
性 骨髓 抑制 等 不 良 反 应 及 耐 药性 的 产生 , 均 限 制 了 其 
临床 应 用 ” 汪 。 因 此 寻找 增强 乳腺 癌 对 阿 霉 素 敏感 性 的 
方法 对 减少 阿 老 素 耐 药 提高 其 疗效 和 扩大 其 临床 应 用 
范围 具有 重要 的 指导 意义 。 

缝隙 连接 (GJ) 由 连接 蛋白 组 成 , 6 个 连接 蛋白 环绕 
在 一 起 组 成 一 个 " 半 通 道 ”, 位 于 不 同 细胞 膜 上 的 " 半 通 
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道 ” 对 接 在 一 起 形成 一 个 GJ,GJ 是 细胞 之 间 进 行 物质 
交流 的 主要 连接 通道 。 人 研究 结果 表明 ,缝隙 连接 集 拍 
是 目前 公认 的 一 种 抑 冶 因素 ,上调 缝 际 连接 蛋白 通讯 
(gap junction intercellular communication, GJIC) 功 能 
可 使 包括 乳腺 癌 在 内 的 肿瘤 细胞 对 抗 肿瘤 药物 及 放 
射 治疗 的 敏感 性 显著 增强 “* ,并且 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 
抑制 剂 可 显著 上 调 GJIC 功能 ”。 因 此 ,本 研究 旨 在 探 
讨 丙 戊 酸 钠 作 为 组 重 白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 对 阿 霉 素 
细胞 毒性 及 其 诱导 细胞 凋 亡 的 影响 ,并 且 初 步 研究 其 
可 能 机 制 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 株 人 乳腺 癌 细 胞 株 Hs578T 购 于 中 科 院 上 
海 细胞 库 

1.1.2 试剂 丙 戊 酸 钠 、 阿 性 素 ;SDS;MTT; 二 甲 基 亚 砚 
(DMSO) ;Cx43 一 抗 购 自 Sigma-Aldrich 公 司 ;DMEM 
培养 基 、 胰 蛋白 酶 .HEPES 、 新 生 牛 血清 购 自 Gibco 公 
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司 ;BCA 重 白 浓度 测定 试剂 盒 购 自 Bio-Rad 公 司 。 其 它 
稼 用 试剂 均 为 国产 分 析 纯 级 。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 使 用 含 10% 新 生 牛 血清 的 DMEM 培 
养 液 ,在 温度 37 % 体积 分 数 5% CO; 的 细胞 培养 箱 中 
培养 乳腺 癌 细 胞 Hs578T。 
1.2.2 MTT 法 检测 细胞 存活 率 取 对 数 生长 期 的 Hs578T 
细胞 ,用 0.25% 胰 酶 消化 后 ,分 别 按 高 低 密度 接种 细胞 ， 
以 获得 有 或 无 缝隙 连接 形成 的 细胞 。 高 密度 接种 细胞 
(有 GJ 形成 的 细胞 ): 按 5x10' cells/ml 的 密度 将 Hs578T 
细胞 用 DMEM 高 糖 培养 基 接 种 到 96 孔 板 ,24 h 细 胞 生 
长 融合 后 加 入 相应 的 药物 预 处 理 。 低 密度 接种 细胞 (无 
GJ 形成 的 细胞 ): 按 1000 ml 的 体积 将 Hs578T 用 
DMEM 培养 基 接种 到 96 孔 板 ,24 h 后 镜 下 观察 ,细胞 间 
无 直接 接触 ,再 加 入 相应 的 药物 预 处 理 。 

细胞 接种 24 h 后 加 入 丙 戊 酸 钠 预 处 理 。 然 后 加 入 
8 hmol/L 阿 霉 素 作 用 24 h。 检 测 时 每 孔 加 入 5 mg/ml 
MTT ,继续 孵育 4 h。4 ph 后 小 心 缓慢 地 吸 去 孔 内 培养 
液 ,每 孔 加 入 DMSO , 轻 轻 震荡 10 min。 以 空白 对 照 组 
比 色 调 零 ,在 酶 联 免疫 检测 仪 上 测定 各 孔 的 吸光 度 值 ， 
波长 设 为 570 nm。 根 据 公式 计算 细胞 的 存活 率 : 


了 药物 处 理 组 -六 校正 组 


细胞 存活 率 = 


x100% 


了 对 昭 组 -D 校正 组 


1.2.3 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检测 细胞 的 早期 凋 亡 
药物 处 理 方法 同 1.2.2。 将 1 nmolyL 阿 霉 素 作 用 8 h 后 细 
胞 离心 (2000 r/min 离心 5 min) 收 集 ; 贴 壁 细胞 用 胰 酶 消 
化 收集 ;用 PBS 洗 涤 细 胞 2 次 (2000 r/m 离 心 5 min) 收 集 
(1~5$)x10; cells; 加 入 500 由 的 Binding Buffer 悬 浮 细 
胞 ;加 入 5 Wl Annexin V 混 匀 后 ,加 入 5 pj PI 混 匀 ;室温 、 
避 光 .反应 5~15 min; 在 1 h 内 进行 流 式 细胞 仪 检测 。 早 
期 凋 亡 细胞 处 于 左下 象限 , 即 Annexin V(+) PIC-)。 

1.2.4 Hochest 33258 荧光 染色 法 检测 细胞 的 晚期 凋 
亡 药物 处 理 方法 同 1.2.2。 将 1 nmol/L 阿 才 素 作用 24 h 
后 细胞 使 用 PBS 冲洗 3 次 ;4% 多 聚 甲 醛 固 定 10 min， 
吸 掉 培 养 液 ;PBS 冲洗 5 min/ 次 , 共 1 次 。 每 孔 加 入 浓度 
为 10 hg/ml 的 Hochest 33258 染色 液 0.5 ml, 避 光 染 色 
20 min。PBS 冲洗 5 min/ 次 , 共 3 次 ;区 光 显 微 镜 激发 滤 
片 选用 UV 激发 滤 片 , 阻 断 滤 片 为 400~500 nm。 凋 亡 细 
胞 的 核 呈 亮 蓝 色 ,或 呈 分 叶 、 碎 片 状 . 边 集 。 随 机 视野 下 
在 100 个 细胞 中 计数 凋 亡 细 胞 数 ,计算 凋 亡 率 。 

1.2.5 Western blot 检 测 细胞 内 Cx43 蛋白 的 表达 使 用 
丙 戊 酸 钠 分 别处 理 细胞 6.12、24 h, 提 取 和 蛋白 ,上 样 , 电 
泳 转 膜 。 抗 体 稀 释 比例 为 一 抗 (1 :200):200 由 一 抗 稀 
释 液 +1 hl Cx43 抗 体 ;FITC- 羊 抗 小 鼠 IgG(1:200) :200 
由 5% BSA+L 由 二 抗 ;显影 曝光 ;B-actin 和 蛋白 检测 抗体 


稀释 比例 为 1:4000。 
1.3 统计 学 处 理 

结果 使 用 SPSS 13.0 软 件 进行 分 析 ,数据 资料 以 均 
数 + 标 准 差 表 示 , 采 用 单 因素 方差 分 析 , 两 两 比较 采用 gq 
检验 。 统 计 图 表 采 用 Sigma Plot 10.0 绘 制 。 


2 结果 
2.1 两 太 酸 钠 对 缝隙 连接 蛋白 Cx43 表 达 的 影响 
实验 中 首先 检测 了 丙 戊 酸 钠 对 Cx43 表 达 的 影响 。 
我 们 此 前 已 报导 , 丙 戊 酸 钠 在 0~10 mmol/L 浓 度 范围 内 
对 乳腺 癌 细 胞 生长 几 无 影响 ,实验 中 采用 的 丙 戊 酸 钠 
浓度 处 于 该 范围 内 。 结 果 ( 图 1) 显 示 ,5 mmolL 两 戊 酸 
钠 处 理 Hs578T 细 胞 的 时 间 分 别 为 6.12 .24h 时 , 均 可 
增强 Cx43 的 表达 ,其 中 以 24 h 作 用 最 显著 。 与 对 照 组 
相 比 , 丙 戊 酸 钠 预 处 理 后 6、12、24 h 细胞 缝隙 连接 和 蛋 
白 表达 分 别 增加 了 (65.26+4.90)% (85.67+2.32)% 和 
(92.89+5.71)%(P<0.01), 


Control 6h 12h 24h 


Cx43 


B-actin 


1 丙 戊 酸 钠 对 乳腺 癌 Hs578T 细 胞 Cx43 蛋白 表达 的 影响 
Fig.1 Effect of sodium valproate on the expression of Cx43 
in Hs578T cells. 


2.2 两 成 酸 钠 对 阿 霉 素 细胞 毒性 的 影响 

实验 采用 MITT 法 测定 丙 戊 酸 钠 对 阿 霉 素 细胞 毒 
性 的 影响 ,以 细胞 存活 率 (surviving fraction, SF) 的 高 
低 作为 阿 霉 素 细胞 毒性 指标 。 如 图 2 所 示 , 在 Hs578T 细 
胞 中 高 密度 接种 (有 GJ 形成 ) 条 件 下 ,8 umoyL 阿 霉 素 
单 用 组 的 细胞 存活 率 为 (46.80+3.41)%, 采 用 5 mmol/L 
丙 戊 酸 钠 作用 24 h 增 强 GJ 功 能 后 , 阿 霍 素 作用 下 的 细胞 
存活 率 [(21.42+2.45)%,P<0.01] 显 著 低 于 阿 霉 素 单 用 组 ; 
而 在 低 密度 接种 (无 GJ 形成 ) 条 件 下 ,使 用 5 mmolL 
丙 戊 酸 钠 作用 24 h 再 使 用 阿 霉 素 后 细胞 存活 率 
[(72.01+5.13)%] 与 阿 考 素 单 用 组 [(76.12+4.51)%] 相 比 
无 显著 差别 (P>0.05)。 该 结果 表明 只 有 在 GJ 功能 形成 
下 , 丙 戊 酸 钠 才能 增强 阿 霉 素 的 细胞 毒性 。 
2.3 两 戊 酸 钠 对 阿 霉 素 诱导 细胞 凋 亡 的 影响 

为 进一步 证 实 GJ 存 在 下 丙 戊 酸 钠 对 阿 霉 素 抗 肿 瘤 
作用 的 影响 ,实验 采用 Annexin V/PI 双 染 法 和 Hochest 
33258 菊 光 染 色 法 分 别 检测 在 有 GJ 形 成 的 条 件 下 ,两 戊 
酸 钠 对 阿 霉 素 诱导 的 细胞 早晚 期 凋 亡 的 影响 。 
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12 2.3.1 两 太 酸 钠 增强 阿 者 素 诱导 的 细胞 早期 凋 亡 使 
1.04 WE Wy 用 5 mmolL 丙 成 酸 钠 预 处 理 Hs578T 细 胞 24 h, 再 用 
8 1 umol/L 阿 考 素 人 处理 细胞 8 h, 阿 霉 素 诱导 的 细胞 早期 
:3 凋 亡 率 结果 见 图 3。 可 见 1 hmol/L 阿 霉 素 单 用 组 的 细 
06 胞 早期 凋 亡 率 为 (9.13+0.86)% ,5 mmol/L 丙 戊 酸 钠 处 
8 : 理 24h 后 ,1 hmolL 阿 每 素 诱导 的 细胞 早期 凋 亡 率 为 
> < 《17.20+0.44)% ,显著 高 于 阿 霉 素 单 用 组 CP<0.01)。 
02 a 二 2.3.2 两 太 酸 钠 增强 阿 霉 素 诱导 的 细胞 晚期 凋 亡 使 
0 用 5 mmolL 丙 戊 酸 钠 预 处 理 Hs578T 细 胞 24 h, 再 用 
High density 1 pmol/L 阿 改 素 处 理 细胞 24 h, 阿 霉 素 诱导 的 细胞 晚期 
12 ] 凋 亡 率 结果 见 图 4。 可 见 1 nmol/L 阿 考 素 单 用 组 的 细 
101 No 胞 晚期 凋 亡 率 为 (6.67+0.36)%,5 mmolL 丙 戊 酸 钠 处 
8 理 24h 后 ,1 umol/L 阿 考 素 诱导 的 细胞 早期 凋 亡 率 为 
Ee Eis (12.00+0.67)% ,显著 高 于 阿 霉 素 单 用 组 (P<0.01)。 
中 06 
2 网 | 3 讨论 
名 2 研究 结果 首先 表明 丙 戊 酸 钠 作为 一 种 组 蛋白 去 乙 
02 人 酰 化 酶 抑制 剂 可 显著 增强 颖 隙 连接 蛋白 Cx43 的 表达 ， 
本 | 在 此 基础 上 实验 中 采用 MTT 法 和 Annexin V/PI 双 染 法 


Low density 


图 2 两 成 酸 钠 对 阿 赴 素 作用 后 乳腺 瘤 Hs578T 细 胞 生存 
率 的 影响 

Fig.2 Effect of sodium valproate on the surviving fraction 
of Hs578T cells treated with doxorubicin. **P<0.01. ADML 
Doxorubicin; VPA: Sodium valproate. 


Control 


10™ 10” 10; 10° 10™ 10” 10* 10’ 10s 
FL1-A FL1-A 


Annexin V 


和 Hochest 33258 染 色 法 分 别 观察 两 戊 酸 钠 对 阿 霉 素 细 
胞 毒性 及 诱导 细胞 早期 .晚期 凋 亡 的 影响 。 结 果 表 明 只 
有 在 高 密度 接种 细胞 下 (GJ 形 成 ) 丙 戊 酸 钠 可 以 显著 增 
强 阿 霉 素 对 乳腺 癌 Hs578T 细 胞 的 生长 抑制 作用 ;而 在 
低 密 度 接种 (无 GJ 形 成 ) 下 ,两 成 酸 钠 对 阿 霉 素 的 生长 


VPA+ADM 


10” 10” 10” 10° 10” 10” 10" 10” 10" 10” 
FL1-A FL1-A 


图 3 丙戌 酸 钠 对 阿 老 素 作用 后 乳腺 癌 Hs578T 细 胞 早期 凋 亡 率 的 影响 


Fig.3 Effect of sodium valproate on early apoptosis rate of Hs578T cells treated with doxorubicin. 


抑制 无 影响 。 该 结果 表明 丙 戊 酸 钠 对 阿 霉 素 作 用 的 影 
响 可 能 与 GJ 功能 增强 有 关 。 此 外 ,在 GJ 形成 时 , 丙 戊 
酸 钠 亦 使 阿 霉 素 诱导 的 早期 晚期 凋 亡 率 亦 显著 增高 。 
在 肿瘤 的 化 学 药物 治疗 中 ,连接 蛋白 及 由 其 形成 的 
GJIC 功 能 可 能 会 通过 “旁观 者 效应 ”增强 抗 肿瘤 药物 的 
作用 "站 。 旁 观 者 效应 是 在 基因 治疗 肿 痛 中 发 现 的 现 
象 , 即 被 转 染 有 自杀 基因 的 肿瘤 细胞 对 周围 未 导入 自杀 
基因 的 肿瘤 细胞 也 有 抑制 生长 的 效应 。 阿 霉 素 属 于 细 


胞 周期 非特 异性 药物 ,该 药 可 舱 合 于 DNA 碱 基 对 之 间 
并 紧密 结合 到 DNA 上 ,因此 可 抑制 DNA 以 及 DNA 依 
赖 性 RNA 的 合成 。 因 此 我 们 推测 , 阿 霉 素 在 引起 乳腺 
癌 细 胞 死 辫 / 凋 亡 的 同时 ,可 能 诱导 细胞 产生 了 某 种 可 
以 通过 GJ 传 递 的 “死亡 信号 ”, 这 种 死亡 信和 号 通过 丙 戊 
酸 钠 增强 的 GJIC 传 递 到 周围 的 细胞 ,从 而 增强 了 阿 霍 
素 抑制 细胞 生长 及 诱导 凋 亡 作用 。 至 于 通过 GJ 传递 的 

“死亡 信号 ”,Decrock 等 "认为 通过 连接 和 蛋白 形成 的 
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图 4 两 戊 酸 钠 对 阿 才 素 作用 后 乳腺 癌 Hs578T 细 胞 晚期 凋 亡 率 的 影响 


Fig.4 Effect of sodium valproate on late apoptosis rate of Hs578T cells treated with doxorubicin (Hochest 33258 staining, original 
magnification: x200). A: Control group; B: VPA group; C: ADM group; D: VPA+ADM group. 


道 ,影响 凋 亡 信号 的 可 能 分 子 中 ,三 磷酸 肌 醇 是 关键 

目前 认为 药物 主要 通过 两 种 机 制 影响 细胞 GJIC 功 

能 :影响 缝 辽 连接 通道 的 通 透 性 以 及 改变 连接 蛋白 的 结 

构 .数量 及 分 布 。DNA 的 甲 基 化 和 组 和 蛋白 去 乙酰 化 是 

基因 转录 抑制 的 两 种 重要 途径 ,组 蛋白 去 乙酰 化 酶 可 使 

组 蛋白 去 乙酰 化 ,从 而 抑制 基因 转录 。 丙 戊 酸 钠 作为 一 

种 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 抑制 剂 ,可 能 会 通过 抑制 组 和 蛋白 去 

乙酰 化 酶 活性 ,增强 连接 和 蛋白 Cx43 和 蛋白 表达 ,从 而 增强 

GJIC 功 能 

本 实验 首次 证 实 丙 戊 酸 钠 增强 阿 霉 素 的 抗 肿 瘤 作 

用 ,并 且 该 作用 可 能 与 增强 Cx43 和 蛋白 的 表达 有 关 , 这 为 

临床 乳腺 癌 化 疗 中 提高 抗 肿瘤 药物 的 细胞 毒性 .降低 其 
耐 药性 的 发 生 提 供 了 新 的 治疗 策略 。 
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